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摘 WA 本 试验 则 在 探究 丁 酸 梭 菌 CBM01 的 最 佳 碳 、 
制 变量 的 方法 ， 以 梭 菌 增 


对 其 胃 肠 道 耐 受 性 进行 研 
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成 都 611130) 


究 。 结 果 显 示 : 


葡 菊 糖 和 蛋白 腺 ;2) 丁 酸 梭 菌 CBM01 在 人 工 


氮 源 及 其 对 骨 肠 道 的 耐 受 性 。 采 用 控 
行 优化 ， 同 时 


1) 丁 酸 梭 菌 CBM01 的 最 佳 碳 源 和 最 佳 氮 源 分 别 为 


A REB SET 


、 活 菌 制剂 、 微 生态 制剂 等 
益生 菌 为 纯 生 物 制品 ， 


氮 源 ， 耐 胆 盐 ; 
文献 标志 


E， 是 一 株 


fi: 


文章 编号 : 


骨 液 和 人 工 肠 液 中 作用 3 h 后 ， 存 活 率 分 别 为 
J 耐 受 的 最 高 胆 盐 浓度 为 0.40% 。 由 此 可 见 ， 丁 酸 梭 
于 发 潜力 巨大 、 应 用 前 景 广阔 的 益生 
人 工 骨 液 ， 人 工 肠 液 


Ba 


， 是 指 摄 入 一 定量 后 能 起 到 促进 宿主 健 


益生 菌 作为 饲料 添加 剂 使 用 可 降低 饲料 中 的 抗 营 
增强 机 体 免疫 力 ， 提 


能 调节 肠 道 微 生态 平衡 ， 


HANA. J RIRE, WEK 


M E EE — Rb E BH TE 


高 动物 生产 性 能 B4， 


有 绿色 、 无 残留 、 无 耐 药 性 等 特点 中 


养 因 子 ， 提 高 饲料 利用 率 户 ， 当 动物 摄 入 后 


质 来 增强 宿主 免疫 功 外 


čo HIL, T BET 


符合 


从 而 给 养殖 户 创造 巨大 
BAH RRE, CEREK] REAA RAH REER 
B ETETEA AMAER. 
B BI) EEZ TEE LS UL H A 35] E 4 TED, 
性 ， 能 够 抵抗 饲料 加 工 过 程 中 的 高 温 及 骨 肠 道 酸性 环境 1。 研究 发 现 ， 
胃 肠 道 话 附 性 ， 可 以 通过 空间 占 位 等 作用 持 抗 鳗 弧 阔 等 致 病菌 中， 同时 代谢 产生 多 种 益生 物 
益生 戎 的 安全 性 、 功 能 特性 和 技术 可 行 性 等 得 


uU 


已 有 的 研究 证 明了 了 丁 E2TR 
昌 因 其 能 形成 芽孢 而 具有 很 强 的 抗 逆 
] 酸 梭 菌 具备 良好 的 


选 标准 名。 刘 红 露 等 名 报道 了 丁 RIRE CBMOI 能 够 提高 肉鸡 生产 性 能 ， 增 强 机 体 抗 氧化 功 
能 ， 并 改善 肠 道 菌 群 结构 ， 然 而 其 生物 学 特性 并 不 清晰 。 本 试验 通过 对 丁 酸 梭 
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矶 、 毛 源 优化 与 其 对 胃 肠 道 耐 受 性 研究 ， 以 深入 了 解 丁 酸 梭 菌 CBM01， 并 为 其 作为 一 株 益 
生 菌 的 生产 与 应 用 提供 
1 材料 与 方法 


tà 
Rod 
i 
ES 


Ll 试验 材料 


1.1.1 试验 菌 种 


] 酸 权 菌 CBMOI 由 四 川 农业 大 学 动物 医学 院 动 物 微 生 态 实验 室 提 供 。 
1.1.2 ”试验 试剂 及 培养 基 


人 工 骨 液 、 人 工 肠 液 参照 《中 国药 典 》2015 版 附录 项 下 进行 配制 。 猪 胆 盐 由 成 都 市 科 龙 


化 工 试剂 厂 提 供 ，FeSO4.7HO、CuSO4SHO 购 自 成 都 市 科 龙 化 工 试剂 厂 ，MnSO4 购 自重 庆 
九龙 化 学 试剂 厂 。 


T2 E IM WI Fa 71 di (reinforced clostridial medium, RCM): 牛肉 襄 10 g， 和 葡萄 糖 $ g. ERREE 


10 g， 氧 化 钠 5 g LRI g. REARIOg OERE g. L-PEDESABRSLRERILO.15 g. T5 


脂 17 sg， 蒸馏 水 1 000 mL, pH 7.0，1x105 Pa 灭 菌 30 min. 


基础 培养 基 : 和 葡萄糖 5 g RAH g WRAHA g， 人 硫酸 贸 2 g， 人 硫酸 镁 0.2 g, FT 


檬 酸 钠 1 g， 蒸 馏 水 1 000 mL, pH 7.2~7.4，1x105 Pa 灭 菌 30 min. 


淀粉 培养 基 : 蛋白 肪 10 g， 握 化 钠 5 g， 牛 肉 谊 5 g， 可 溶性 淀粉 2 g， 琼 脂 17 g, Zk 
000 mL, pH 7.2-7.4, 1x10? Pa 灭 菌 30 min. 
:二 ERREAK: FAR g EARO g, IS g, 琼脂 17 g， 蒸 馏 水 1 000 mL, 


N pH 7.2-7.4,. 1x105 Pa 灭 菌 30 min. 


12 主要 仪器 设备 


灭 菌 锅 (Hirayama，HVE-50)、 电 子 大 平 (Sartorius，BS-224S )、 厌 氧 培养 箱 (Thermo 


Scientific，1 029)、 紫 外 分 光 光 度 计 (Thermo Fisher Scientific; BioMate-3S). 
1.3 ”试验 方法 
1.3.1 “了 丁 酸 检 菌 CBM01 的 活化 


准备 活化 菌 种 的 前 2 天 打开 混合 气体 CO;*、Hz、N2)， 使 厌 氧 培养 箱 里 面 充满 混合 气体 
达到 严格 大 氧 的 状态 。 将 冻 干 保存 的 菌 种 在 大 氧 培养 箱 里 用 生理 盐水 稀释 后 接种 于 固体 


RCM， 连 续 传代 2 次 后 ， 再 接种 于 液体 RCM 中 以 富 集 丁 酸 梭 菌 CBMO01。 将 活化 好 的 菌 种 分 
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13.2 丁 酸 梭 菌 CBM01 生 长 曲线 的 测定 


将 活化 的 丁 酸 梭 落 CBM01 以 1% 的 比例 接种 于 液体 RCM, 置 36 CRIARI C596 CO». 


1096 Ho. 8596 N2) 中 培养 48 h， 每 隔 4 h 取 出 3 支 测定 其 吸光 度 COD) soomm 值 ， 绘 制 菌 株 的 


生长 曲线 。 
1.3.3“ 丁 酸 权 菌 CBM01 在 不 同 培养 基 上 的 生长 情况 
将 活化 的 丁 酸 梭 菌 CBM01 分 别 接种 到 基础 培养 基 、RCM、 淀 粉 培养 基 和 牛肉 谨 蛋 白 腑 


培养 基 上 ，36 CC 厌 氧 培养 24 np， 统计 培养 基 中 丁 酸 梭 菌 CBMO01 的 生长 情况 。 


13.4 TRIE CBMOI 的 碳 源 优化 试验 
选用 质量 浓度 为 2% 的 乳糖 、 果 糖 、 淀 粉 、 芒 糖 、 葡 萄 糖 和 麦芽 糖分 别 替 换 RCM 中 的 


碳 源 〈( 葡 菊 糖 和 可 溶性 淀粉 )， 然 后 接种 丁 酸 梭 菌 CBM01，36 C 厌 氧 培养 24 h， 采 用 血球 


计数 板 法 计数 。 
eL 1.3.5 丁 酸 梭 菌 CBMO01 的 氮 源 优化 试验 
~ 分 别 选 取 2% 的 牛肉 膏 、 和 蛋白 肛 、 尿 素 、 硫 酸 锐 和 硝酸 钠 替 换 RCM 中 的 氮 源 《〈 和 牛肉 膏 和 
© IREA) ， 再 接种 丁 酸 梭 菌 CBM01，36 'C 厌 氧 培养 24h 后 血球 计数 板 法 计数 。 


1.3.6 TRE CBMOI 的 胆 盐 耐 受 性 试验 


ac 分 别 在 质量 浓度 为 0.30%、0.40% 和 0.50% 猪 胆 盐 的 液体 RCM. 中 接种 19605 T RRE 
二 CBMO01, 每 个 浓度 3 个 重复 , 置 厌 氧 培养 箱 内 培养 24 h, 观察 丁 酸 梭 菌 CBM01 的 生长 情况 。 
© 13.7. TRE CBMOI 的 胃 肠 道 耐 受 性 试验 


将 培养 至 48 h 的 丁 酸 梭 菌 CBMOI 分 别 接 种 于 人 工 胃 液 和 人 工 肠 液 中 ，36 恒温 厌 氧 


培养 ， 每 小 时 各 取出 3 只 试管 测定 其 活 菌 数 ， 共 测定 3 h。 取 其 平均 值 ， 计 算 存活 率 。 


2 结果 与 分 析 


24. ]J HII CBMOI 的 生长 曲线 


L J IRIRE CBM01 的 培养 时 间 为 横 坐 标 轴 ，ODaeoomm 值 为 纵 坐 标 轴 ， 绘 制 其 生长 曲线 。 


地 


如 图 1 所 示 ，] 丁 酸 梭 菌 CBM01 的 延 滞 期 为 4h; 4 h 后 进入 对 数 生 长 期 该 时 期 的 细菌 数 


呈 指 数 增长 ， 测 得 ODeoonmm 值 呈 线 性 上 升 ，12 h 后 则 进入 稳定 期 ， 此 时 期 活 菌 数 量 最 高 。 


201711.00850v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 


OD 600nm 


0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 


时 间 Time/h 


图 1 JEEP CBM01 的 生长 曲线 


Fig.1 Growth curve of Clostridium butyricum CBMOI 


22 JB CBMOI 在 不 同 培养 基 上 的 生长 情况 


以 血球 计数 板 法 计数 结果 或 测量 培养 基 上 的 菌落 直径 为 指标 , 比较 了 该 菌株 在 4 种 不 同 
培养 基 上 的 生长 情况 ， 结 果 见 表 1。 由 表 1 可 知 ， 丁 酸 梭 苗 CBM01 不 能 在 基础 培养 基 和 牛 
肉 襄 蛋 白 腺 培养 基 上 生长 ， 但 能 在 RCM 和 淀粉 培养 基 中 生长 。 丁 酸 检 菌 CBM01 在 RCM 
中 的 生长 情况 优 于 其 在 淀粉 培养 基 上 的 生长 情况 ， 考 虑 到 试验 效果 ， 故 选用 RCM 来 进行 后 


续 的 试验 研究 。 


表 1 不 同 培养 基 对 丁 酸 权 菌 CBM01 生长 的 影响 


Table 1 Effects of different mediums on growth of Clostridium butyricum CBMO1 


生长 情况 菌 体 浓度 /菌落 直径 
培养 基 Mediums 
Growth status Cell concentrations/colony diameters 
梭 菌 增 菌 培养 基 Reinforced 
十 3.6x108 个 /mL 
clostridial medium 
淀粉 培养 基 Starch medium 十 (0.18+0.04) cm 


基础 培养 基 Basal medium = 


FAR EARE 


Beef extract peptone medium 


+ 为 生长 ，- 为 不 生长 。 表 2 同 。 


十 


means growth; — means not growth. The same as Table 2. 


2.3 TRIR CBMOI 最 佳 碳 源 的 确定 


如 图 2 所 示 ， 丁 酸 梭 菌 CBM01 能 够 利用 淀粉 、 上 蔗糖 、 乳 糖 、 果 糖 、 简 欧 糖 和 麦芽 糖 6 


种 碳 源 。 可 以 看 出 ， 以 葡萄 糖 作为 碳 源 时 培养 得 到 的 总 细菌 数量 最 高 。 


总 细菌 数 
108/mL 
N 
© 


Total number of bacteria 


Starch Sucrose GlucoseFructose Maltose Lactose 


淀粉 — BUE S 葡萄 糖 。 果糖 — XR ”乳糖 


图 2 不 同 碳 源 对 丁 酸 梭 菌 CBMOI 生长 的 影响 


Fig.2 Effects of different carbon sources on growth of Clostridium butyricum CBMOI 


2. 丁 酸 梭 菌 CBMOI 最 佳 氮 源 的 确定 


酸 铵 的 效果 较 硝 酸 钠 好 ;以 尿素 为 氮 源 时 ， 得 到 的 总 台 


2.5 


如 图 3 所 示 ， 有 机 氮 源 中 蛋白 肪 培养 该 菌株 的 效果 最 好 ， 牛 肉 襄 次 之 ; 无 机 氮 源 中 ， 硫 
菌 数量 为 n1210 lla. 


i 
An 


[p 
o 


总 细菌 数 
Total number of bacteria 
1085mL 


1.0 

0.5 

0.0 
Peptone Beef Sodium Ammonium Urea 
zan E MA CHE RZ 


图 3 不 同 氨 源 对 丁 酸 梭 菌 CBMOI 生长 的 影响 


Fig.3 Effects of different nitrogen sources on the growth of Clostridium butyricum CBMOI1 


TIRE CBMOI 对 胆 盐 的 耐 受 能 


HÆ 2 可 知 ， 丁 酸 权 菌 CBMOI 在 0.30% 胆 盐 的 培养 基 上 能 生长 ， 在 0.40% 胆 盐 的 培养 


5 


juni 


其 上 也 能 生长 ， 但 在 0.50% 胆 盐 的 培养 基 上 不 生长 ， 这 表明 了 了 丁 酸 梭 苗 CBMOI 对 胆 盐 的 耐 


受 能 力 恨 好 ， 有 具有 很 好 的 应 用 价值 。 
表 2 丁 酸 梭 菌 CBM01 对 不 同 浓度 胆 盐 的 耐 受 性 


Table3 Assessment of bile tolerance of Clostridium butyricum CBMO! to different bile 
concentrations 


胆 盐 浓度 Concentration of bile salt 


项 目 Item 


0.3096 0.4096 0.5096 


生长 情况 Growth status 十 E e 


2.6 ] MEME CBMOI 对 人 工 胃 液 和 人 工 肠 液 的 耐 受 性 


本 研究 按照 《中 国药 典 》 的 要 求 配制 人 工 骨 液 和 人 工 肠 液 作为 模拟 人 体 骨 肠 道 环境 ， 对 


J RIRE CBM01 的 人 工 骨 液 和 人 工 肠 液 耐 受 性 进行 了 初步 评价 ,结果 如 图 4。 如 图 4 所 示 ， 


随 着 时 间 的 延长 ， 丁 酸 梭 菌 CBM01 在 人 工 骨 液 和 人 工 肠 液 中 的 存活 率 逐 步 降低 : 丁 酸 梭 菌 


CBM01 在 人 工 胃液 和 人 工 肠 液 中 作用 3 h 后 存活 率 分 别 为 90.33% 和 92.09%。 


O Artificial gastric juice W Artificial intestinal juice 


存活 率 Survival rate/% 


时 间 Time/h 


图 4 丁 酸 梭 阔 CBM01 对 人 工 骨 液 和 人 工 肠 液 的 耐 受 能 力 


Fig.4 Tolerance of Clostridium butyricum CBMOI in artificial gastric juice and artificial 
intestinal juice 
3 W i 


VEZ saa E Veo). T RRE- OAE HA ESAE V2 HUI TE E BERRA, 


PT 


丁 酸 梭 菌 为 严格 的 厌 氧 菌 001， 塔 养 难度 较 大 ， 同 时 受 技术 和 设备 的 限制 ， 所 以 我 国 对 丁 酸 
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梭 菌 的 研究 起 步 较 晚 。 丁 酸 梭 苗 作为 芽孢 类 益生 戎 ， 有 共有 很 好 的 开发 前 景 和 应 用 价值 ， 因 此 
受到 了 广泛 地 关注 与 研究 。 大 量 的 研究 和 报道 证 实 了 了 丁 酸 权 菌 良好 的 益生 作用 025， 故 此 我 
EF 2009 年 批准 丁 酸 梭 苦 为 新 饲料 添加 剂 ， 并 在 2013 版 《饲料 添加 剂 品种 目录 》 中 规定 了 


其 适用 范围 09。 


3.1 TRE CBM01 的 生长 曲线 绘制 


本 试验 通过 测定 培养 液 的 ODeoomm 绘制 丁 酸 梭 菌 CBM01 的 生长 曲线 〈 图 1 )。 丁 酸 梭 兰 


CBM01 的 延 滞 期 约 为 4h， 表 明 它 能 够 快速 地 适应 环境 ; 4~12 h 为 对 数 生 长 期 ，12h 以 后 进 


入 稳定 期 ， 此 时 细菌 数 量 达 到 峰值 。 除 此 之 外 ， 我 们 发 现 丁 酸 梭 阔 CBM01 的 生长 曲线 与 丁 


RIRE JMY107 的 生长 曲线 较为 相似 。 由 丁 酸 梭 菌 CBM01 在 不 同 培养 基 上 的 生长 情况 ， 分 
析 该 菌株 不 能 在 基础 培养 基 和 牛肉 谊 蛋 白 腑 培养 基 上 生长 的 原因 可 能 是 未 提供 生长 需要 的 
RARE KAFES, 


32 TRE CBMOI He EEAGUSURU RAEI E 


zn 


究 微 生物 的 前 提 是 分 离 得 到 


i 


单个 细菌 并 能 将 它 连续 培养 . 本 试验 通过 单 因 素 多 变量 的 
研究 方法 ， 对 培养 本 酸 梭 菌 CBMOI 所 需 的 最 佳 碳 源 和 最 佳 氨 源 进行 了 筛选。 当 以 和 葡萄糖 为 
碳 源 、 和 蛋白 肛 为 气 源 时 ， 得 到 的 总 细菌 数量 最 高 ， 同 时 综合 性 价 比 可 虑 ， 碳 源 中 和 葡萄糖 的 价 
格 最 低 ， 氮 源 中 蛋白 膝 的 价格 虽然 较 高 ， 但 是 其 试验 效果 最 好 ， 因 此 确定 丁 酸 梭 菌 CBM01 
的 最 佳 碳 源 和 最 佳 氮 源 分 别 为 和 葡萄糖 和 和 蛋白 肛 。 丁 酸 梭 瑚 CBM01 的 最 佳 矶 源 与 威 袜 等 "9 
优化 的 碳 源 结果 一 致 ， 与 宋 会 仪 旬 的 结果 不 同 ; 优化 得 到 丁 酸 权 菌 CBM01 的 最 佳 氮 源 为 蛋 
白 肛 ， 这 与 赵 旭 冬 R1 的 研究 报道 一 致 ， 与 类 芳 芳 等 3 对 丁 酸 梭 菌 C.L24 的 优化 结果 不 同 ， 
造成 此 现象 的 原因 可 能 是 由 于 菌株 之 间 的 特异 性 。 


3.3 J BE CBM01 对 胆 盐 和 人 工 胃 、 肠 液 的 耐 受 性 研究 


随 着 抗生素 作为 饲料 添加 剂 使 用 次 端的 不 断 显 现 , 世界 各 国 相继 颁发 了 一 系列 法 律 以 限 
制 或 禁止 抗生素 在 动物 饲料 中 的 使 用 2， 而 作为 理想 的 抗生素 蔡 代 品 一 一 益生 菌 ， 受 到 了 
广大 从 业 人 员 的 青睐 。 众 所 周知 ， 益 生 菌 必须 具有 良好 的 耐酸 和 耐 胆 盐 能 力 ， 这 样 才能 使 其 
进入 消化 道内 保持 一 定 的 活 菌 数量 以 发 挥 作用 。 丁 酸 梭 菌 CBM01 对 胆 盐 的 耐 受 性 较 丁 酸 梭 
ZJU-F109 的 好 ， 能 在 0.40% 的 培养 基 上 存活 生长 ， 而 肠 道 中 胆 盐 浓度 一 般 不 超过 0.30%, 


上 暗示 了 丁 酸 梭 菌 CBM01 进入 肠 道 后 可 迅速 定植 并 发 挥 功 效 。 另 外 ， 丁 酸 权 菌 CBM01 对 人 
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工 骨 、 肠 液 也 具有 较 好 的 耐 受 能 力 ， 这 可 能 与 芽孢 杆菌 在 生长 后 期 形成 的 芽孢 有 关 。 上 述 结 


果 表 明 丁 酸 梭 菌 CBMO01 具有 优良 的 生物 学 特性 ， 可 用 于 微 生 态 制 剂 或 生物 饲料 进一步 的 开 


F 


发 与 应 用 。 
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肠 液 均 有 良好 的 耐 受 性 ， 能 在 骨 肠 道 环境 中 存活 较 长 时 间 。 综 上 所 述 ， 丁 酸 梭 菌 CBM0 A 
有 优良 的 生物 学 特性 ， 是 一 株 理想 的 潜在 益生 菌 。 
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Optimization of Carbon and Nitrogen Sources of Clostridium butyricum CBMO1 and Its Tolerance 
to Gastrointerestinal Tract 
LIU Lei NIXueqin ZENG Dong PAN Kangcheng WANG Hesong TIAN Ya'nan 
CAnimal Microecology Institute, College of Veterinary, Sichuan Agricultural University, 
Chengdu 611130, China) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the optimal carbon and nitrogen source of 
Clostridium butyricum CBMO1 and its tolerance to gastrointestinal tract. The reinforced clostridial 
medium (RCMD was used to optimize the carbon and nitrogen sources of Clostridium butyricum 
CBMOI with the method of controlling variables, and the tolerance of Clostridium butyricum 
CBMOI to gastrointestinal tract was also determined. The results showed as follows: 1) the best 
carbon source was glucose and the best nitrogen source was peptone for Clostridium butyricum 
CBMO01;2) the survival rates of of Clostridium butyricum CBMOI in the artificial gastric juice 
and artificial intestinal juice for 3 h were at 90.3396 and 92.0996, respectively; 3) the highest 
tolerable concentration of Clostridium butyricum CBMOI to bile salt was 0.4096. Altogether, as 
Clostridium butyricum CBMO] exerts great characteristics to tolerate gastrointestinal 


environments it can be considered as an ideal potential probiotic strain for further researching. 
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